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Actualmente, el trasplante hepático es el tratamiento de elección en
diversas patologías del hígado (1), si bien dicha intervención no está exenta
de complicaciones, y la frecuencia de disfunción primaria del injerto oscila
entre el 5 y el 15% (2). Recientemente se ha establecido que existe relación
entre el grado de lesión precoz sobre el injerto, y la incidencia de rechazo
desde el punto de vista clínico (3).
Los mecanismos implicados en el daño hepatocelular son complejos,
y tienen lugar tanto en la fase de isquemia como en la fase de reperfusión
del tejido hepático, aunque últimamente se ha demostrado una mayor
importancia del daño reperfusional tras el período de isquemia fría en el
trasplante (4).
En el esclarecimiento de las causas de estas lesiones, se han
implicado numerosos mecanismos, incluyendo la migración y activación de
leucocitos (5), lesión de células endoteliales (6), activación del sistema de
la coagulación (7), liberación de mediadores por las células de Kupffer
activadas (8-11) y la formación de radicales libres (12).
El glutation es un tripéptido presente en prácticamente todas las
células. Una de sus funciones mejor conocidas es la de participar como
cosustrato de la glutation-peroxidasa, que cataliza la reducción de los
peráxidos generados intracelularmente (13). El sistema de la glutation-
peroxidasa, junto con la catalasa, la superóxidodismutasa y los
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antioxidantes solubles de carácter lipídico, suponen un mecanismo de
defensa enormemente eficaz frente a los radicales libres del oxígeno. A
nivel hepático, este potente sistema confiere a los hepatocitos una gran
resistencia a la lesión por dichos mediadores. Además, el glutation podría
disminuir la producción de radicales libres (14), frenar el mecanismo de
amplificación de la peroxidacián lipídica (15>, e incluso sería capaz de
“detoxificar” los mediadores liberados por las células inflamatorias en el
espacio extracelular del hígado <16).
En estudios experimentales, se ha observado que la depleción in vivo
de glutation podría prevenirse por la administración de su precursor, 5-
adenosil-metionina, que en estudios farmacológicos ha demostrado tener
propiedades citoprotectoras a nivel hepático, tanto frente a la acción de
tóxicos diversos como de citoquinas (17-21).
ISQUEMIA-REPERFUSION
Podría definirse la isquemia como la disminución del aporte
sanguineo a un determinado territorio. La alteración resultante derivaría de
la reducción de la oferta de oxígeno y nutrientes a los tejidos. A partir de un
tiempo determinado, (variable en los diversos órganos y tejidos), supone la
muerte celular.
Los órganos y tejidos sometidos a temperaturas bajas, soportan
mejor la isquemia que los que estén en condiciones normotérmicas, debido
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a la reducción de las necesidades metabólicas que la hipotermia provoca;
de aquí los conceptos, claves en fa cirugía de trasplantes, de isquemia fría
o caliente.
Llama la atención la poca trascendencia del daño isquémico en los
aspectos morfológico y estructural. Por ejemplo, las imágenes que los
tratados de Histología presentan como “normales’, corresponden a tejidos
que han estado sometidos a isquemia durante prolongados períodos de
tiempo <22). En Microscopia Electrónica, las alteraciones se detectan más
precozmente. Sin embargo, el daño funcional secundario a la isquemia es
muy acusado. Es más, a primera vista podría decirse que es
desproporcionado. Esto es así porque los seres vivos necesitan energía no
solo para realizar sus funciones, sino también para mantener su integridad
en reposo. Es decir, “la anoxia no solamente detiene la máquina, sino que
también deteriora la maquinaria”. Además, en los organismos muy
evolucionados, la reperfusión tras la isquemia (más especificamente, la
reoxigenación), es potencialmente más dañina per se. Se ha denominado
también a este fenómeno como “la paradoja del oxígeno” (23), y esta
expresión traduce el daño provocado por el mismo a través de las
alteraciones sufridas por los sistemas metabólicos durante la isquemie.
La falta de apode de oxígeno determina, a nivel celular, una
depleción de ATP, cuya síntesis disminuye por la inhibición del ciclo de
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Krebs, y cuya degradación a hipoxantina, (previa conversión en AMP,
adenosina e inosina), será responsable, en parte, de la formación del
radical superóxido en la fase de reperfusión. Si la isquemia no es muy
prolongada, el pool de ATP se regenera; si no, se producirá la muerte
celular.
La concentración extracelular de calcio es 10.000 veces mayor que
la intracelular, merced a un proceso de transporte activo, con intervención
de una ATPasa. La caída del nivel de energía impide el correcto
funcionamiento de esta bomba enzimática, con lo que el calcio penetra en
la célula y se eleva su concentración citosólica. Además, gran parte del
calcio intracelular está, en condiciones normales, secuestrado en las
mitocondrias y en el retículo endoplasmático, siendo debida esta
distribución intracelular a un sistema activo, (motor de protones), situado en
la cara interna de la mitocondria, y acoplado a la fosforilación oxidativa <24>.
Es decir, que la distribución del calcio está regulada por un complejo
mecanismo, que implica a varios mediadores, receptores y enzimas (25).
Secundariamente a la caída energética, por tanto, se elevará el
calcio citosólico por dos vías: una, la entrada masiva desde el espacio
extracelular; la otra, la liberación del calcio almacenado en las organelas
intracelulares (mitocondrias, retículo endoplásmico). Esta elevación se
produce ya en la fase de isquemia, pero posteriormente, en la reperfusión,
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y como consecuencia de la formación de radicales libres, se movilizará el
calcio extracelular.
El aumento de la concentración intracelular de calcio provoca la
activación de proteasas citosólicas calcio-dependientes, responsables de
la rotura del dtoesqueleto, con el consiguiente “abollonamiento” (blebbing)
de la superficie celular, y, en segundo lugar, a través de la activación de la
fosfolipasa A2, la activación de la cascada de ácido araquidónico, previa
liberación de éste de los fosfolípidos de membrana (26,27), siendo los
metabolitos finales las prostaglandinas (por la vía de la ciclooxigenasa), y
los leucotrienos (por la acción de la lipooxigenasa). Entre estos mediadores
destacan el leucotrieno 64 y el tromboxano A2, que tienen un potente efecto
quimiotáctico sobre los polimorfonucleares neutrófilos, a los que, además,
estimulan para que liberen peróxido de hidrógeno y elastasa, con el
consiguiente aumento de la permeabilidad endotelial. Tras la isquemia-
reperfusión, se produce un desequilibrio entre la producción de
prostaciclina (PGI2) y tromboxano A2, a favor de éste último, lo cual
provocará vasoconstricción marcada (26).
En 1978, Haglund y Lundgren (28), observaron, en un modelo
experimental en intestino delgado, que la reperfusión provocaba mayor
permeabilidad capilar que la isquemia. Parks y Granger, en 1986,
demostraron, también en intestino delgado, que el daño mucoso era
6
Intm¿uc-ción
significativamente mayor tras tres horas de isquemia y una de reperfusión,
que tras cuatro horas de isquemia (29), y observaron que cuando la
reperfusión se realizaba con sustancias deoxigenadas, el daño era menor
que cuando se practicaba con sangre oxigenada. Así, se vuelve de nuevo
al concepto de reoxigenation ¡njury <22), y a la implicación de los radicales
libres del oxígeno en las lesiones por isquemia-revascularización.
MODELOS EXPERIMENTALES
Para producir un daño significativo, es preciso que la isquemia
hepática sea total. O’Donohue (30) demostró que la interrupción exclusiva
de la arteria hepática apenas provoca lesiones, y que éstas son reversibles
en poco tiempo. Así mismo, hay modelos experimentales que estudian los
efectos de la isquemia completa pero sectorial, siendo bien tolerada.
En estudios experimentales con ratas, se ha observado que 90
minutos de isquemia hepática total van seguidos de la muerte del 100% de
los animales (31); parece, pues, que el dintel de reversibilidad de la rata
Wistar estaría alrededor de los 60 minutos en un modelo de isquemia
completa sectorial (32).
En el perro, se ha visto que 30 minutos de maniobra de Pringle no




Por otro lado, y como ya se ha comentado previamente, se ha visto
que el daño inducido por la isquemia depende también de la temperatura
a que esté sometido el órgano durante el tiempo de privación del flujo
sanguíneo, siendo habitualmente menor en situación de hipotermia. Sin
embargo, se han comunicado resultados sorprendentes en isquemia tría en
un modelo porcino, en el cual el daño hepático, valorado mediante
microscopia electrónica, fue más intenso bajo refrigeración que en situación
de isquemia caliente (37).
Diversos trabajos (37-40), recogen los patrones morfológicos del
daño isquémico y reperfusional, siendo las células de Kupffer las que
parecen acusar de forma especial, en estudios ultraestructurales, el efecto
de la isquemia (39,41,42).
Las alteraciones funcionales se expresan como variaciones en
determinados parámetros bioquímicos, que traducen el estado funcional del
hígado (30,43-45), si bien algunos estudios han permitido conocer, además,
el efecto sobre la circulación hepática, (disminución de la microcirculación)
(46), y sobre el flujo biliar, que se correlacionarían estrechamente con el
estado energético del hepatocito.
Entre los numerosos modelos experimentales empleados en el
estudio de la isquemia-reperfusión hepática, la mayoría utilizan la rata como
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animal de experimentación, por varias razones: bajo costo (respecto de
otros animales), comodidad, y homogeneidad.
El ambiente en el que se produce la isquemia puede ser
normotérmico, frío, o secuencial, con una fase normotérmica seguida de
otra fría (37), como en el modelo de trasplante (47-49). La mayoría de los
modelos de isquemia fría se realizan sobre órgano aislado <34,50-55),
aunque también se han estudiado los efectos de la isquemia sobre cultivos
celulares de hepatocitos y de células de Kupffer (38,39,41,56).
También es importante valorar la “cuantía” de la isquemia, a saber
- Interrupción exclusiva del flujo de la arteria hepática, que, como ya
se ha comentado, apenas acarrea transtornos (30,57).
- Isquemia total (arterial y portal), sin ninguna medida adicional que
evite la congestión del territorio portal, reproduciendo las condiciones de la
maniobra de Pringle (36,45,58).
- Isquemia total con shunt portosistémico, para evitar la congestión
(31,36,58-63).
- Isquemia total con clampaje del tronco celiaco, o de éste y de la
arteria mesentérica superior (46,64).
- Isquemia sectorial, afectando a una parte del territorio hepático,
pero conservando el flujo hacia el resto (32,40,43,4441,48,58,65,66).
Además de los modelos de interrupción vascular, se han desarrollado
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modelos “tóxicos», en los cuales se induce la lesión hepática por medio de
una toxina, como las endotoxinas bacterianas (67,68), el etanol (69), o el
tetracloruro de carbono (70).
Por otra parte, los tiempos de isquemia y de reperfusión oscilan entre
los 15 y los 120 minutos para ambos períodos, dando lugar a gran cantidad
de combinaciones.
RADICALES LIBRES Y PEROXIDACION LIPIDICA
En la actualidad se asume que los radicales libres del oxigeno y la
peroxidación lipídica juegan un papel determinante en la patogenia de la
lesión tisular inducida por numerosos procesos, como la inflamación, la
infección, agentes químicos o físicos, y el daño reperfusional.
Se ha estudiado a fondo el mecanismo hepatotóxico inducido por el
tetracloruro de carbono, en modelos experimentales (71-73). Brevemente,
la transformación de dicho producto a nivel del sistema microsomal hepático
(en relación con el citocromo P-450), daría lugar al radical triclorometilo
(CCI3*), que reaccionaría rápidamente con el oxígeno molecular,
formándose el radical triclorometilperoxilo (CC1302*). Estas moléculas
iniciarían el proceso lesivo, mediante la unión covalente con
macromoléculas celulares (como en el caso del radical triclorometilo), o la
peroxidación de los lípidos de membrana (triclorometilperoxilo), y, en un
10
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segundo paso, alterando la homeostasis intracelular del calcio libre. La
compleja interacción entre estos mecanismos provocaría la amplificación y
difusión del daño, expresándose en forma de acúmulo anormal de lípidos,
y ocasionando la muerte celular.
Se han realizado estudios similares con otros productos,
encontrando numerosos agentes químicos que, por sus características
prooxidantes, provocarían toxicidad a nivel hepático principalmente por la
vía de la peroxidación lipídica. Son, entre otros, además del tetracloruro de
carbono, los siguientes: triclorobromometano, 1 2-dibromoetano, cloroformo,
halotano, sobrecarga de hierro, etanol, paracetamol, bromobenceno,
adriamicina, t-butil-hidroperóxido (74). Lo anteriormente expuesto se
refuerza por la evidencia de la inhibición significativa de la peroxidación
lipídica que tiene lugar al emplear agentes antioxidantes, como prometacina
(75), vitamina E (76), silimarina (77), silibina (78), difenilfenilenediamina
(74), o bien a-tocoferol-polietileno-glicol-succinato (79), entre otros.
Sin embargo, el daño celular secundario a los radicales libres puede
producirse, además, por otros mecanismos, como la formación de enlaces
covalentes y la alteración de la homeostasis del calcio (ya mencionados),
pero también a través de la fragmentación del ADN o la depleción del
glutation y proteínas con grupos tiol (80).
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Los radicales libres son sustancias químicas que poseen un electrón
desapareado; también podrían definirse comofragmentos de una molécula.
Pueden ser neutros o tener carga eléctrica positiva o negativa. Los más
importantes en los sistemas biológicos son los derivados del oxígeno
(81,82), y de éstos los principales serían:
- el radical SUPEROXIDO: este radical libre, de carácter aniónico, se
forma merced a la reducción del oxígeno por la transferencia de un electrón:
02 + e ===> 02*
No es el más lesivo, posiblemente su función principal sea la de ser
precursor del peróxido de hidrógeno, así como el reductor de iones
metálicos (reducción de ión cúprico a cuproso, o de férrico a ferroso).
En situaciones de acidosis se transformaría en el radical perhidroxilo
(H02*), más reactivo, pero cuya concentración relativa en condiciones
fisiológicas es menor del 1%.
- el radical HIDROXILO, que parece ser el más peligroso, pero que,
sin embargo, tiene una vida media muy corta y un radio de acción limitado
a las cercanías de su lugar de producción:
H202 + Fe
2~ ——> *011 + 0H + Fe3~
Mención aparte merece el PEROXIDO DE HIDROGENO, agente oxidante,
12
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aunque no especialmente reactivo, y cuya mayor importancia reside en ser
la fuente de radicales hidroxilo en presencia de iones de metales de
transición (hierro, cobre) <83). En ausencia de estos metales, tanto el
superóxido como el peróxido de hidrógeno se eliminan rápidamente y sin




















La mayoría de las moléculas biológicas pueden ser atacadas por los
radicales libres, pero probablemente las más susceptibles sean los lípidos;
Las membranas celulares contienen gran cantidad de ácidos grasos
poliinsaturados (PUFA), cuya oxidación (peroxidación lipídica) es
particularmente lesiva por tratarse de un proceso autoperpetuado. La
oxidación de los PUFA genera un radical alquilo, que por la acción del
oxígeno se transforma en un radical peroxilo, capaz de oxidar nuevos
PUFA, para dar lugar a hidroperóxidos lipídicos, precursores de otros
radicales libres (alcoxilo, peroxilo), y de aldehídos. Estos productos pueden
difundir a partir del punto de la reacción original, y extender de este modo
la lesión a otras zonas de la célula (figura 2).
0H + LH ~- H20 + L Iniciación
V + ~ L00 Adición de 02
L00+LH OH+ ir Propagación
Cut~










En resumen, la peroxidación lipídica provoca la fragmentación de las
membranas y la formación de nuevos productos reactivos. Estos (peróxidos
lipídicos), son potentes inhibidores de numerosos enzimas celulares, y
además pueden descomponerse en otros metabolitos, tóxicos para
proteínas y membranas (84-86).
El daño hepatocelular que aparece en situaciones de isquemia-
reperfusión parece tener como una de sus causas principales la
peroxidación lipidica. Apoyarían esta hipótesis: el aumento evidente de la
resistencia hepática a la isquemia fría cuando se añaden a la solución de
preservación, antioxidantes como el glutation o el alopurinol (87), y la
reciente demostración de la formación de radicales libres en ratas tras el
transplante ortotópico de hígado, detectados mediante “spin-resonancia” de
los electrones (88).
La presencia de malondialdehido (MDA) en los hepatocitos, por ser
un producto de peroxidación lipídica, demuestra que dicho proceso ha
tenido lugar, y se utiliza como índice del mismo (89). El incremento en su
liberación ocurre después de la formación de los radicales libres, lo cual
también apoya la hipótesis de que la peroxidación lipídica es iniciada por
los radicales libres del oxígeno (90).
La evidencia de que es inevitable cierta producción de radicales
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libres, unida al hecho de que éstos son enormemente lesivos, indujo a
pensar que deben existir mecanismos de defensa frente a los mismos. Se
les conoce como “antioxidantes”, y pueden dividirse en dos categorías,
según su modo de acción sea prevenir la formación de radicales, o bien la
“interceptación” de los ya generados (91). Están presentes tanto en el
citosol como en las membranas celulares; algunos son enzimas, otros no.
Uno de los mecanismos defensivos podría consistir en asegurar una
transferencia adecuada de electrones, así como eliminar los iones metál¡cos
de transición. Por ejemplo, el hierro se une fuertemente a proteínas como
la transíerrina y la ferritina, disminuyendo así la disponibilidad de iones
férricos capaces de intervenir en reacciones de generación de radicales
libres (92).
Otra posibilidad, sería la eliminación de los peróxidos ya formados
(incluyendo el peróxido de hidrógeno y los peligrosos hidroperóxidos
lipídicos). Aquí intervienen dos enzimas, catalasa y glutation peroxidasa. La
primera se localiza fundamentalmente en los peroxisomas, y cataliza la
transformación del peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno molecular. La
glutation peroxidasa es de ubicación citosólica y, utilizando como sustrato
el glutation, actua tanto sobre el peróxido de hidrógeno como sobre los
peróxidos lipidicos, formados previa liberación de los fosfolípidos de
membrana por la fosfolipasa (93) (ver figura 1).
16
¡ntrocThcción
La otra opción sería interceptar los radicales libres antes de que
actúen: las sustancias encargadas de ello se denominan “scavengers”. Uno
de ellos, la superóxidodismutasa, es el único enzima conocido cuyo sustrato
es un radical. Sin embargo, la mayoría de los “scavengers’, no son
enzimas. El mejor conocido, localizado a nivel de la membrana celular, es
el «-tocoferol, del grupo de la vitamina E (94). Su función es interceptar la
acción de los radicales lipídicos peroxilos, deteniendo así la cadena de las
reacciones de la peroxidación lipídica (95). El radical tocoferoxilo, formado
en esta reacción, es relativamente estable, y, en condiciones normales, no
es lo suficientemente reactivo como para iniciar per se la peroxidación
lipídica. Otros antioxidantes, como el ubiquinol, actuarían por un mecanismo
similar (96).
La vitamina C (ácido ascórbico), es un importante antioxidante,
presente tanto en las células como en el plasma. In vitro se ha observado
que es capaz de transformar el radical tocoferilo, de nuevo, en a-tocoferol
(97). Otras sustancias que pueden interceptar los radicales libres son el
ácido úrico, en el plasma, (98), o el glutation en el citosol (91).
En un tercer grupo podríamos considerar “antioxidantes naturales”
los procesos de reparación, a través de los cuales se eliminan las
biomoléculas dañadas antes de que puedan alterar el metabolismo celular
o comprometer su viabilidad. Por ejemplo, los ácidos nucleicos deteriorados
17
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son reparados por enzimas específicos, las proteínas oxidadas son
eliminadas por proteolisis, y los lípidos de membrana alterados son
sometidos a la acción catabólica de lipasas, peroxidasas y aciltransferasas
(82).
PAPEL DE LA ENDOTOXINA; RELACION CON OTROS MEDIADORES
El estudio de los efectos de la endotoxina y las citoquinas en el
metabolismo hepatocelular tiene relevancia clínica porque, aunque no
siempre, a menudo la disfunción del hígado acompaña al síndrome del fallo
multiorgánico en pacientes quirúrgicos y traumatizados <99). Como veremos
más adelante, en la fisiopatología de estos procesos, además de procesos
macro- 6 microscópicos de isquemia-reperfusión, interviene de modo
decisivo la liberación de endotoxina por parte de microorganismos
invasores y/o presentes en la flora intestinal.
El lipopolisacárido bacteriano (LPS) es un componente estructural de
la membrana externa de las bacterias Gram-negativas. De los factores
microbianos implicados en la activación de la respuesta inflamatoria, es el
mejor estudiado; Se le considera el mediador exógeno más importante del
shock séptico (100).
El LPS está compuesto por una fracción antigénica, variable, de
polisacáridos, unida al lípido A. La fracción de polisacáridos consiste en una
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cadena O, específica de especie, formada por unos 70 oligosacáridos
repetidos, y un oligosacárido central con dos componentes: la fracción
interna, que contiene azúcares similares en todas las especies, y el centro
externo, que es variable. El lípido A es un complejo molecular con un
componente hidrofílico de azúcar y otro lipofílico de ácido graso; es el





C’(v¡a alterna) C’ (vía clásica)
liberación TNFa
Figura 3
Polisacárido-O Centro Lípido A(oligosacárido)
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La endotoxina inicia la respuesta del huésped a través de la unión
a un receptor, lo cual provoca la activación de diversos procesos
intracelulares. En el plasma, el LPS puede unirse a proteínas, como la
proteína “enlazante” de LPS (LBP, LPS-b¡nd¡ng-prote¡n) (103), formándose
un complejo que puede unirse a la superficie de los leucocitos (104), a
través del receptor CDI4. El efecto final de esta vía, LBP/CD14-
dependiente, es aumentar la sensibilidad de las células al LPS e inducir una
respuesta más rápida de citoquinas. In vitro, se ha demostrado que la
activación de los neutrófilos por la endotoxina hace que éstos produzcan
elastasa (105), y radicales superóxido (106), y orientan, por tanto, hacia el
mecanismo lesivo. La acción sinérgica de estos agentes provoca una
considerable lesión epitelial.
Sin embargo, y a pesar del potente efecto de la endotoxina sobre los
neutrófilos, parece que no son éstos las principales células efectoras que
provocan la lesión orgánica inducida por la endotoxina, sino los macrófagos
tisulares, que en respuesta a dicho producto dan lugar rápidamente a
grandes cantidades de citoquinas, tales como el factor de necrosis tumoral
(INFa), y la interleuquina 1 (IL-1).
Pero también hay datos que apoyan la hipótesis de que algunos de
los efectos de la endotoxina son causados por mediadores lipídicos, como
el factor activador de las plaquetas (PAF), o los metabolitos del ácido
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araquidónico, o incluso a través del sistema del complemento:
- la inyección directa del PAF reproduce muchos de los efectos del
shock séptico, y el empleo de un antagonista selectivo del mismo inhibe la
lesión pulmonar inducida por endotoxina en ratas (107).
- la endotoxemia activa el sistema del complemento, que a su vez
activa a los neutrófilos y puede inducir per se una lesión pulmonar
transitoria. El complemento activado, por otra parte, también facilita la
adhesión de los neutrófilos al endotelio (108).
La endotoxina también activa la cascada de la coagulación,
probablemente por activación del factor Hageman, y por aumento de
monocitos y de la expresión endotelial del factor tisular (102). En un estudio
experimental en mandriles con bacteriemia por E. CoI¿ se analizaron los
efectos de la inmunización pasiva frente al factor tisular, observando que,
en el grupo placebo, todos murieron en las primeras 24 horas, mientras que
los animales inmunizados sobrevivieron hasta el final del estudio (109).
En la endotoxemia, el tono del músculo liso vascular está disminuido,
lo cual provoca que haya hipotensión a pesar de existir un gasto cardiaco
elevado. En este punto, el óxido nítrico (NO), parece jugar un importante
papel (110). La vasodilatación es un proceso activo, que supone la
producción previa en el citosol de guanosilmonofosfato cíclico (GMPc), que
provocará la relajación de la fibra muscular lisa vascular.
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La guanilatociclasa, enzima responsable de la síntesis del GMPc, se
activa por el NO, y se ha sugerido que la hipotensión observada durante la
sepsis podría deberse a una producción excesiva de NO (110).
Por otra parte, y aunque estudios previos in vitro sugerían que el NO
era hepatotóxico por provocar disminución de la síntesis proteica por los
hepatocitos en respuesta a la endotoxina y a la acción de citoquinas (111),
estudios recientes in vivo sugieren que el NO podría tener un efecto incluso
hepatoprotector durante la endotoxemia y la inflamación crónica, como
demuestra la disminución de la necrosis hepatocelular, que se objetiva por
una menor elevación de los niveles de la aspartatoaminotransferasa (AST),
cuando se mantiene la producción de NO (112). Es más, parece que el NO
podría estimular la síntesis proteica a nivel hepático en situaciones de
sepsis (113).
CITOQUINAS: TNFa, IL-1, IL-6
Las citoquinas son polipéptidos producidos principalmente por
células mononucleares en respuesta a numerosos estímulos. Entre ellas,
se considera que el factor de necrosis tumoral y la interleuquina-1 juegan
un importante papel en la fisiopatología de la sepsis y del fallo multiorgánico
(114). Algunos estudios han demostrado que tanto el TNFa como la IL-1
estimulan la producción de proteínas de fase aguda por los hepatocitos,
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mientras que, simultáneamente, desciende la síntesis hepática de otras
proteínas (115,116).
Las citoquinas pueden actuar directamente sobre las células diana,
o bien pueden estimular la liberación de mediadores secundarios, como
otras citoquinas, metabolitos del ácido araquidónico, nucleátidos cíclicos o
radicales libres del oxígeno (RLO) (117>.
El TNFa se descubrió como resultado de la búsqueda, por un lado,
de un factor caquectizante”, responsable de la caquexia asociada a ciertas
infecciones crónicas (118), y, por otro lado, de un “factor necrosante
tumoral”, capaz de provocar necrosis hemorrágica intratumoral en animales
de experimentación (119). Ambas moléculas fueron aisladas, e identificadas
como una sola, el TNFa o “caquectina”, en 1985 (120). Se trata de un
polipéptido de Pm de 17.000, formado por tres subunidades idénticas, de
157 aminoácidos cada una, y codificado por el brazo corto del cromosoma
6 (6p) (121,122).
Al ser estimulados por la endotoxina, los macrófagos activados de
mamíferos <incluidos los humanos), sintetizan y liberan grandes cantidades
de TNFa, alcanzándose niveles plasmáticos máximos aproximadamente a
Is 90 minutos. Su vida media en plasma es de 5-20 minutos, y a las 4-6
horas, los niveles plasmáticos vuelven a ser indetectables (123).
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Además del macrófago, otras células pueden sintetizarlo, como los
monocitos, mastocitos, células de Kupffer, astrocitos, células NK, y algunas
células tumorales; los estímulos para su producción serían, además de la
endotoxina, exotoxinas, virus, antígenos de hongos y parásitos, la fracción
Sa del complemento, y complejos antígeno-anticuerpo <124). La
administración de pequeñas dosis de endotoxina bacteriana en animales y
voluntarios humanos, induce un rápido aumento de los niveles plasmáticos
deTNFa (125,126).
La mayoría de los efectos de la endotoxina, incluido el shock, la
acidosis metabólica y el fracaso multiorgánico, son reproducidos, en ratas
y perros, por la infusión de TNFa purificado (127,128). En humanos, la
administración de pequeñas dosis provoca fiebre, taquicardia, hipotensión,
trombopenia, leucopenia transitoria, alteración de enzimas hepáticos,
producción de proteínas de fase aguda, y activación de la vía extrínseca de
la coagulación (129,130). Asimismo, se han detectado niveles plasmáticos
elevados en pacientes con enfermedades parasitarias <130), cáncer (131),
lesiones térmicas (132), rechazo de órganos transplantados (133), y fracaso
hepático fulminante <134>.
Por otra parte, se ha propuesto al TNFx como principal mediador
responsable de la hiperlipidemia que se asocia a algunas infecciones (135);
también se han observado diversos efectos del TNFa in vitro, inhibición del
24
Introducción
metabolismo energético de los hepatocitos; fragmentación del ADN (136);
ribosilación del ADP (137), incremento de la permeabilidad de la membrana
(138), e inhibición de la respiración mitocondrial (139). Además, se ha visto
que el tratamiento previo con anticuerpos monoclonales anti-TNFa, reduce
las lesiones orgánicas y la mortalidad en animales tratados con dosis
letales de bacterias (140,141).
En resumen, podemos considerar al TNFa un mediador implicado en
la mayoría de las consecuencias de la sepsis, y no solo un posible inductor
de la destrucción de células tumorales, como se creyó inicialmente (127).
La IL-1 es una de las citoquinas clave en la respuesta del organismo
a invasiones microbianas, inflamación, reacciones inmunológicas y daño
tisular. En las primeras horas después de la agresión, sus efectos
biológicos se manifiestan en prácticamente todos los órganos y tejidos. La
familia de las interleuquinas 1 la componen tres moléculas polipeptídicas:
IL-la, IL-1f3, y el antagonista del receptor de la IL-1 (142). Tanto la IL-la
como la IL-1 13 poseen un amplio espectro de actividades biológicas, que son
inhibidas por el antagonista del receptor de la IL-1. Su vida media en el
plasma es de 6 a 10 minutos. Su principal fuente de producción es el
fagocito mononuclear, aunque también las células endoteliales, los
queratinocitos, los neutrófilos y los linfocitos 6 son capaces de producirla.
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Su estimulo fisiológico más potente es el LPS, pero también la sílice, el
TNFa, y la misma IL-1 pueden inducir su síntesis (143).
Es bien conocido que la IL-1 actúa como inductor de la liberación de
otras citoquinas, participando de este modo en una compleja red de
citoquinas inducidas por citoquina. En fibroblastos, células endoteliales,
macrófagos y linfocitos, IL-1 induce la producción de interferones, factores
estimuladores de colonias hematopoyéticas y de linfocitos 1 y B. Aunque el
TNFa también induce esas citoquinas inmunoestimuladoras, solo la IL-1
participa en la activación directa de linfocitos (144). Estudios recientes
indican que IL-1 potencia los efectos catabólicos del TNFcx, de forma que
sus acciones combinadas son, a menudo, más intensas.
Un sistema inmune funcional es necesario para la eliminación de
invasores microbianos y células neoplásicas; la capacidad de IL-1 de
activar linfocitos 1 y B, células NK y macrófagos, contribuye a este proceso.
Pero los cambios inducidos por esta citoquina suponen un enorme gasto
para el huésped, de modo que, cuando la producción y activación de IL-1
persiste y escapa a los procesos de regulación, contribuye de modo
importante a los procesos fisiopatológicos de la sepsis y, tal vez, a la
muerte del huésped (144>.
La familia de las IL-6 consta de, al menos, seis moléculas diferentes
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de fosfoglucoproteina (145). Es secretada por fibroblastos, monocitos y
macrófagos, y liberada rápidamente a la circulación en respuesta a la
lesión. Se detecta en plasma aproximadamente una hora después de la
administración del LPS, y actua mediante la unión a un receptor específ¡co
(146). Tiene un espectro de acción similar al TNFa y la IL-1: favorece la
respuesta de las células linfoides y hematopoyéticas a sus respectivos
factores de crecimiento y diferenciación, estimula a los linfocitos B para que
produzcan anticuemos, y es el principal inductor de la síntesis hepática de
proteínas de fase aguda (147). Tanto in vivo como in v¡tro inhibe la
producción de TNFa, pero, a pesar de este aparente efecto beneficioso,
sus niveles séricos elevados se correlacionan con un mal pronóstico para
el paciente (148).
OXIDO NíTRICO (NO) Y MONOXIDO DE CARBONO (CO)
En los últimos tiempos se ha dedicado una gran atención al óxido
nítrico. Entre 1981 y 1986, podían encontrarse en la bibliografía
internacional apenas diez artículos acerca de su biosíntesis. En los cinco
años siguientes, se publicaron más de 500. En el año 1993, la palabra clave
“óxido nítrico” ya era capaz de generar una lista con más de 1.500 trabajos
(149).
Se ha implicado al óxido nítrico como mediador, mensajero o
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regulador de las funciones celulares en situaciones fisiológicas que
incluyen el tono vascular, la función plaquetaria, la memoria reciente y
remota, el metabolismo de los hepatocitos, el shock séptico e, incluso, la
erección. Parece, por otra parte, que la disminución de la síntesis del NO
podría estar implicada en la patogenia de la aterosclerosis, la hipertensión
pulmonar, la estenosis pilórica, o la hipertensión arterial que se asocia a la
insuficiencia renal. Se ha visto, además, que algunos agentes
farmacológicos, como el nitroprusiato sódico o los nitrosotioles, por ser
fuentes exógenas de NO, podrían resultar beneficiosos en el tratamiento de
tales patologías <150).
En presencia de oxígeno molecular, el nitrógeno guanídico de la L-
arginina se oxida para dar lugar al radical libre óxido nítrico y a L-citrulina,
en una reacción catalizada por el enzima óxido nítrico sintasa (NOS).
Parece que la L-arginina habría sido seleccionada por la naturaleza como
sustrato de la NO sintasa por contener en su molécula dos nitrógenos
guanídicos químicamente equivalentes, que aceptan electrones con
facilidad en los procesos oxidativos, dando lugar a la formación de NO. Son
cofactores esenciales en esta reacción, además de la nicotinamida-
adenina-dinucleótido-fosfato (NADPH), los nucleótidos de flavina (FAD,




Se presenta como un gas paramagnético, incoloro, moderadamente
soluble en agua (2 mM a 1 atm a 20 0C). En solución, se oxida rápidamente
a nitrito y nitrato, teniendo una vida media estimada de menos de 4 minutos.
En condiciones fisiológicas, se calcula que la vida media del óxido nítrico
es de 3 a 30 segundos, siendo inactivado por el anión superóxido, y










Las moléculas diana del NO son numerosas, incluyendo:
- proteínas que contienen el grupo hemo, como la guanilato ciclasa
soluble, la interacción con la cual determina la relajación del músculo liso
vascular.
- proteínas ferrosulfuradas, como la c¡s-aconitasa, del ciclo de los
ácidos tricarboxílicos. Su interacción con ésta y otras proteínas
ferrosulfuradas del ciclo de Krebs, así como con los complejos 1 y 2 de la
cadena de transporte de electrones, son responsables de la citostasis
provocada tras la liberación del NO por los macrófagos activados; Parece
ser que la actividad citotóxica del NO producido por los macrófagos,
depende de la inhibición de la ribonucleotido reductasa, el enzima limitante
de la síntesis del ADN.
- grupos tiol de centros activos enzimáticos, como en el caso de la
gliceraldehído-3-fosfato-deshidrogenasa, cuya inhibición a nivel
hepatocitario es una de las funciones reguladoras del NO recientemente
descritas <153).
- anión superóxido: tiene gran importancia la transformación del NO
en peroxinitrito (ONOO-), por su reacción con dicho radical. El peroxinitrito
se forma tras la activación de los macrófagos, y parece estar implicado en
la fisiopatología del infarto, la aterosclerosis, y el edema pulmonar mediado
por inmunocomplejos (154-157>. Al pH del organismo, el peroxinitrito se
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descompone, liberándose más NO2 y otros productos reactivos,
inicializándose el proceso de peroxidación lipídica, e inactivándose los
canales iónicos de sodio.
En presencia de oxígeno, el NO se transforma rápidamente en NO2
y en los oxidantes N204 y N203.
Se ha aislado NO smntasa en gran cantidad de tejidos, incluyendo
endotelio, músculo liso vascular, hepatocitos, células de Kupffer, plaquetas,
células beta de los islotes pancreáticos, y algunas neuronas. Existen dos
isoformas:
- NO sintasa constitutiva, con un Pm de 133 lcD, presente en
endotelio (ecNOS, codificada en el cromosoma 7), en plaquetas y en
algunas neuronas (ncNOS, codificada en el cromosoma 12). Son
dependientes de calcio y calmodulina, y se expresan continuamente,
determinando una síntesis basal constante de NO en concentraciones
picomolares.
- NO sintasa inducible (iNOS), con un Pm de 130 kD, y codificada en
el cromosoma 17. Se expresa en macrófagos, hepatocitos y músculo liso
vascular, tras ser estimulada por endotoxina y citoquinas (interferón-y, IL-1,
TNFa). Esta isoforma es calcio-independiente, y el factor limitante de su
acción es la disponibilidad de sustrato o cofactores. Tras su inducción,
permanece activa entre 4 y 24 horas, sintetizándose NO en concentraciones
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nanomolares. La regulación de este enzima tiene lugar a nivel
transcripcional, por glucocorticoides, IL-4 e IL-lO.
Hasta el momento, no se han encontrado agentes fisiológicos que
inhiban la actividad enzimática de la nitrato sintasa, tanto su isoforma
constitutiva como la inducible (150,158-160>. En cambio, se han descrito
gran cantidad de agentes farmacológicos que pueden inhibir o promover la
producción de NO.
Entre los promotores, tenemos los nitratos orgánicos (nitroglicerina,
nitroprusiato sódico, nitrosotioles). Entre los inhibidores, están: los
quelantes de flavoproteinas, calmodulina o hemo; los agentes
deplecionantes de tetrahidrobiopterina, y los análogos del sustrato. Por su
disponibilidad y facilidad de empleo. éstos últimos son los inhibidores de la
síntesis de NO más utilizados. Por ser análogos estructurales del sustrato
original, L-arginina, actúan como inhibidores competitivos de la actividad de
NOS a nivel de sustrato. Los más utilizados son los siguientes: L-NNA (N0-
nitro-L-arginina), L-NMMA (N0-metil-L-arginina), y L-NAME (N~-nitro-L-
arginina metil éster). Estos inhibidores, aunque parecen actuar
preferentemente sobre la isoforma inducible, pueden inhibir también a la
NOS constitutiva (161). Ultimamente se han descrito inhibidores más
selectivos de la NOS inducible, como la aminoguanidina.
Otro gas que está cobrando cierta importancia es el monóxido de
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carbono (CO). Este óxido de bajo peso molecular se sintetiza
endógenamente en condiciones fisiológicas (162). Se acepta que tiene
diversos efectos sobre las funciones celulares: se ha demostrado que, al
igual que el NO, es capaz de activar la guanilato-ciclasa soluble, dando
lugar a un incremento en la producción de GMPc (163>. La activación de
dicho enzima por el CO in vitro (164), o en células aisladas (165), tiene
efectos asimismo superponibles a los inducidos por el NO, tales como
inhibición de la agregación plaquetaria (166), relajación del músculo liso
visceral (167), o vasodilatación (168). Asimismo, parece que los
mecanismos y características de dicha activación enzimática son similares
a los mediados por el NO (166).
Si el CO tiene una misión en condiciones fisiológicas, deben existir
fuentes endógenas para su producción. Una de dichas fuentes es el
metabolismo del grupo hemo, en una reacción catalizada por hemo-
oxigenasa. Otra sería la peroxidación lipídica (162). No se conoce todavía
si esta produción de CO puede ser regulada a nivel celular, pero lo que si
se sabe es que el aumento de la generación de radicales libres del oxígeno
es un factor bien caracterizado que interviene en su fisiopatología (169>.
Por otra parte, se ha observado que la hemo-oxigenasa puede ser inducida
por numerosos estímulos oxidantes, en especial agentes que provocan
deplecián de glutation (170), las propias citoquinas o la endotoxina (171>.
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Se ha visto también que los productos derivados del metabolismo del
grupo hemo incrementan la producción de CO, de INFa y de GMPc, lo que
parece indicar que la producción de CO a través de una vía hemo-
oxigenasa dependiente, es capaz de estimular la producción de INFa por
los macrófagos (112). Sin embargo, hay otros datos que hacen pensar que
la vía mencionada antes no es el único mecanismo implicado en el aumento
en la producción de CO en respuesta a diversos estímulos y que el











GLUTATION Y S-ADENOSIL-L-METIONINA (SAMet)
Como hemos comentado previamente, uno de los principales
antioxidantes celulares es el glutation. Puede presentarse en dos formas:
forma reducida de tiol (GSH) y forma oxidada, de disulfuro de glutation
(GSSG):
Glutation peroxidasa
2(GSH) + R-O-O-H == GSSG + ROH + H20
Glutation reductasa
GSSG + (NADPH + H~) 2(GSH> + NADP~
Dada la gran cantidad de funciones que se fundamentan en el poder
reductor del grupo sulfhidrilo, se acepta como abreviatura del glutation,
“GSH”. En la década pasada ha sido tema de enorme interés, siendo
muchos los artículos publicados sobre su regulación y función desde 1980
(175-180).
El hígado es el órgano con mayor contenido en GSH, si bien se
encuentra en numerosos tejidos de vida aerobia en concentraciones
milimolares (181-183). Juega un papel clave en las reacciones de
detoxificación, siendo un sustrato específico para GSH-peroxidasa (164),
y GSH-transferasa (185), y participando en reacciones de peroxidaclón
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microsomal de captura de radicales (186,181), siendo posiblemente su
misión más importante la reducción del peróxido de hidrógeno, reacción
catalizada por GSH-peroxidasa. Aunque dicha acción podría ser realizada
también por la catalasa, la concentración de este último enzima es baja en
el interiorde la mitocondria, lugar donde tendría lugar la mayor parte de la
producción de radicales libres de oxígeno.
Se sabe, además, que el glutation puede proteger a las células de
la toxicidad mediada por radicales libres (177,188-190,14), al menos de dos
maneras: disminuyendo la formación de radicales libres, o deteniendo la
amplificación de la peroxidación de los lípidos de membrana. La citada
detoxificación GSH-dependiente, podría desempeñar un papel vital,
previniendo el daño celular y el cáncer; en este sentido, se han identificado
recientemente sustratos endógenos para estas reacciones, de modo que,
por ejemplo, se ha involucrado al GSH en la biosíntesis de prostaglandinas
y leucotrienos (191).
Se ha sugerido que el estado de oxido-reducción del GSH, por medio
de su efecto sobre el estado, oxidado o reducido, de las proteínas con
grupos tiol, podría actuar a modo de “tercer mensajero”, incrementando o
disminuyendo las actividades de numerosos procesos biológicos, como
catálisis enzimática, síntesis de proteínas y unión a receptores <192).
Incluso se ha sugerido que el NO podría jugar un papel beneficioso o tóxico
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sobre el hepatocito, dependiendo del ambiente oxidativo intracelular (193).
El GSH está compuesto por tres aminoácidos: L-glutamato, L-
cisteina, y L-glicina, y en su síntesis están implicados dos pasos,
catalizados enzimáticamente, y que consumen ATP.
El primero, limitante del proceso, es la formación de y-
glutamilcisteina a partir de L-glutamato y L-cisteína, proceso catalizado por
y-glutamilcisteínasintetasa, regulada por inhibición competitiva del sitio de
unión del y-glutamato al GSH (194,195), y por la disponibilidad de cisteina
<196-198). En estudios recientes se ha demostrado que dicho enzima puede
ser inhibido por análogos de metionina-sulfoximina, como propionina y
butionina-sulfoximina (199,200). La inhibición de este enzima hace que
disminuyan los niveles intracelulares de GSH, ya que este producto sigue
siendo segregado y utilizado, pero sin una resíntesis significativa.
El segundo paso enzimático está catalizado por GSH-sintetasa,
formándose un enlace peptídico entre y-glutamilcisteína y L-glicina; algunos
estudios en hígado de cerdo y de paloma sugieren que este enzima podría
estar regulado por ADP (201,202).
La síntesis hepática de GSH se regula principalmente por la
biodisponibilidad de su precursor, L-cisteína (197,198). En condiciones
fisiológicas, la cisteina procede principalmente de la dieta o del catabolismo
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proteico, aunque, alternativamente, podría obtenerse a partir de una dieta
rica en metionina, que serviría como fuente de cisteina por la vía de la
transulfuración hepática (198,203-205). En estudios experimentales, los
sustitutos de los precursores para la síntesis hepática de GSH, se obtienen
suministrando a los hepatocitos tanto cisteina como metionina (196-
198,203-207).
La conversión de metionina en cisteina se produce de forma
secuencial, a través de varios pasos enzimáticos; el primero de ellos
consiste en la activación de metionina a 5-adenosil-metionina (SAMet); su
posterior dimetilación y separación da lugar a homocisteina, que reacciona
con la serma para formar cistationina, en una reacción catalizada por
cistationinasintetasa. La rotura de cistationina por la cistationasa,dará lugar
a cisteina libre. La cisteina constituye una de las principales fuentes
orgánicas de azufre, que puede encontrarse en diversos grados de
oxidación, desde sulfuro a sulfato. El azufre de la cisteina está disponible
indirectamente para reacciones de detoxificación y para su incorporación
a proteínas, como la ferredoxina.
Teóricamente, pues, la depleción de glutation podría ser corregida
tanto por la N-acetil-cisteína, precursor de la cisteina, como por la
metionina, o bien su precursor, SAMet. Esta última molécula reviste
particular interés, además de por ser precursora de la metionina y, por
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En 1952, el Dr. Cantoni hace la primera comunicación del hallazgo
de la sulfoadenosilmetionina (SAMet), que, merced a la inestabilidad de su
grupo metilo, por el nuevo enlace covalente que toma el azufre de la



















Hasta entonces, no se había comprendido del todo la participación
fundamental de la transferencia de grupos metilo en el metabolismo de
muchos componentes vitales de la economía.
En 1963, Greenberg revisa las reacciones de transmetilación en las
que SAMet es donante de metilos, entre ellas:
- transmetilación de nicotinamida,
- de guanidoacético (creatina),
- de purinas y pirimidinas,
- metilaciones de derivados de grupos catecol- e indol- (nor-
adrenalina/adrenalina),
- biosíntesis de fosfatidilcolina,
- metilación de grupos sulfhidrilos exógenos,
- metilación de carnitina, ergosterol, etc (209).
Hoy sabemos que SAMet es un metabolito endógeno celular, que
participa activamente en el metabolismo de aminoácidos que contienen
grupos sulfuro, y en el del GSH, y se ha observado que puede proteger al
hígado frente a diversos agentes citotóxicos, tanto en animales (20), como
en humanos (210).
También es bien conocido el hecho de que el glutation es la llave del
mecanismo de protección celular contra la toxicidad mediada por radicales
libres, constituyendo un mecanismo natural de defensa. En otras palabras,
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la depleción de glutation puede potenciar la toxicidad debida a los RLO. Por
tanto, si pudiéramos anticiparnos a la depleción de glutation y mantener sus
niveles normales, podríamos proteger a las células frente a dicha toxicidad.
Como quiera que una de las acciones principales de SAMet es la de
mantener elevados los niveles de glutation (20), éste podría ser un
mecanismo protector de gran importancia ante los efectos lesivos inducidos
por fármacos y otras sustancias.
Revisando la bibliografía al respecto, podemos encontrar acciones
beneficiosas de SAMet a muy distintos niveles: en pacientes cirróticos,
incrementando la conjugación de taurina con las sales biliares (211>; en
patología neurolágica (212); protector, en animales, frente a la colostasis
inducida por la nutrición parenteral (213); en las lesiones secundarias a la
isquemia-reperfusión en hígado aislado (214>; en la disfunción mitocondrial
hepatocitaria inducida por el etanol (215); en el daño hepático provocado
por la obstrucción biliar (216); en la toxicidad inducida por citoquinas en
hepatocitos aislados (21,21 7), o incluso en la cardiotoxicidad inducida por
la doxorrubicina (218).
Como se ha comentado anteriormente, en todos los organismos
estudiados, SAMet actua como donante de grupos metilo en las reacciones
biológicas de transmetilación, incluyendo la metilación de
fosfatidiletanolamina a fosfatidilcolina, y este efecto podría desempeñar un
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importante papel en el mantenimiento de la estructura y función de las
membranas celulares (219).
Todas las reacciones de transmetilacián dan lugar a S-adenosil-L-
homocisteina (SAH), que se metaboliza a homocisteina y adenosina. Esta
última se transforma en inosina, y la homocisteina, a través de reacciones
de transulfuración, en cistationina y derivados (cisteina, glutation-
sulfato,etc), o bien puede ser reutilizada para la síntesis de metionina (220).
Es decir, que el papel de SAMet es decisivo en, al menos, dos procesos
bioquímicos de importancia capital, a saber: la transmetilación y la
transulfuración. Y estaría involucrado, además, en la síntesis de poliaminas,
biotina, cisteina, glutation (220).
La biosíntesis endógena de SAMet tiene lugar gracias a la acción de
SAMet-sintetasa. Este enzima cataliza la síntesis de SAMet a partir de
metionina y ATP (221), y se ha encontrado en levaduras, bacterias, plantas
y animales. Parece que en los mamíferos existen diferentes isoenzimas. Se
conoce poco sobre su estructura y regulación, aunque las formas
específicas del hígado humano están siendo intensamente estudiadas por
su implicación en la patología hepática (222,223). Las dos formas
oligoméricas de SAMet-sintetasa identificadas en el hígado humano
parecen ser similares a las encontradas en el hígado de rata (222).
Una reducción de glutation en el hígado, como ocurre en pacientes
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con daño hepático, podría iniciar un círculo vicioso, ya que dicha depleción
podría provocar la inactivación de SAMet-sintetasa, dando lugar a una
disminución adicional en los niveles de glutation, con el consiguiente
empeoramiento en la función de dicho enzima (224). Apoya lo
anteriormente expuesto la observación experimental de la intensa
correlación existente entre los niveles celulares de glutation y la actividad
de SAMet-sintetasa. Por ejemplo, la administración a animales de
experimentación del inhibidor de la síntesis de glutation butionina-
sulfoximina (225), provoca una disminución en los niveles de glutation y de
SAMet hepáticos, y una reducción marcada de la actividad de SAMet-
sintetasa. De este modo, la depleción de glutation afectaría al metabolismo
de la metionina a través de la disminución de su conversión a SAMet (224).
SAMet, por tanto, además de ser un precursor de la síntesis de
glutation, presenta la ventaja adicional, en comparación con otros
precursores del GSH, de evitar el déficit en la actividad de SAMet-sintetasa,





Las situaciones de isquemia-reperfusión hepática en la práctica
clínica son frecuentes, puesto que acontecen no solo en el transplante
hepático, sino también en diversas intervenciones quirúrgicas sobre el
hígado en las que se requiere clampaje temporal del pedículo hepático
<maniobra de Pringle), con objeto de reducir la pérdida hemática. Por otro
lado, microfenómenos de isquemia-reperfusión están implicándose cada
vez con más relevancia en la fisiopatología de diversos estados de shock,
especialmente el shock séptico. Un fármaco que protegiese a las células de
los efectos metabólico/tóxicos de la isquemia-reperfusión sería de gran
utilidad en el manejo de estas situaciones, enmarcándose dentro del
moderno enfoque de antagonizar precozmente mediadores específicos del
daño celular que conduce finalmente al fracaso del órgano.
Dado que los radicales de oxígeno están implicados en el daño
hepático secundario a isquemia-reperfusión, así como el hecho de que la
S-adenosil-metionina es capaz, entre otros posibles mecanismos
protectores, de incrementar el contenido en glutation de los hepatocitos,
hemos partido de la hipótesis de que dicha sustancia sería beneficiosa en





1. Estudiar el efecto de la isquemia-reperfusión sobre la
peroxidación de los lípidos de membrana en el tejido hepático.
2. Estudiar el efecto de la isquemia-reperfusión sobre la síntesis
de fosfolípidos de membrana.
3. Estudiar el grado de traslocación bacteriana (endotoxina en
sangre portal y sistémica>, inducido por la isquemia-
reperfusión hepática.
4. Estudiar el efecto de la isquemia-reperfusión hepática sobre
la concentración de citoquinas en tejido hepático y sangre
circulante, tanto sistémica como portal.
5. Estudiar la posible repercusión de la isquemia-reperfusión
hepática sobre la producción de óxido nítrico, monóxido de
carbono y GMP cíclico.
6. Estudiar el efecto del tratamiento con SAMet sobre todos los







Hemos empleado ratas Wistar, macho, de 250-300 grs de peso,
alimentadas con una dieta estándar suministrada por Panlab (Barcelona,
España), y agua ad Iibitum y sometidas a un control automático de los
ciclos de luz-oscuridad (12 horas de luz, de 8 a 20 horas, y 12 horas de
oscuridad), y de temperatura (22±20C).
Los animales fueron tratados humanitariamente y se siguieron
siempre, estrictamente, las Normas Eticas en Investigación con animales
dictadas por la Unión Europea.
Diseño Experimental
:
Tras haber mantenido a las ratas en situación de ayuno durante 24
horas, se distribuyeron al azar en seis grupos:
GRUPO 1: Se sometió a una operación simulada (sham operation),
siendo utilizado como grupo control.
GRUPO 2: Similar al grupo 1, salvo que se administré SAMet a los
animales, a dosis de 20 mglkg de peso, 15 minutos antes de la intervención.
GRUPO 3: Se sometió a los animales a una hepatectomía de
prácticamente el 80 % de la masa hepática, resecando los lóbulos medio y
lateral izquierdo, y dejando el lóbulo derecho in s¡tu.
GRUPO 4: Similar al grupo 3, salvo por la administración previa de
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GRUPO 5: Fue sometido a 60 minutos de isquemia del lóbulo latera!
derecho por oclusión temporal de la vena Porta y la arteria Hepática (sus
ramas correspondientes), de acuerdo con el modelo descrito por Hayashi
(226). En el momento de la reperfusión del lóbulo derecho, se extirparon
los lóbulos medio y lateral izquierdo <es decir, aproximadamente el 80 %
de la masa hepática> (figuras 8-12).
GRUPO 6: Las ratas se sometieron al mismo tratamiento que en el
grupo 5, excepto que se les administró SAMet, a la dosis previamente
indicada, 15 minutos antes de la provocación de la isquemia.
En cada uno de los grupos, las ratas fueron divididas de forma
aleatoria en das subgrupos: algunas se dejaron vivir, con libre acceso a
comida y agua, para estudio de la supervivencia; otras, fueron sacrificadas




Las ratas fueron anestesiadas con éter dietilico por vía inhalatoria.
A continuación, se les inyectó el producto correspondiente (SAMet a dosis
de 20 mglkg, diluido en 0.2 ml de solución salina o un volumen equivalente
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de solución salina sola>, lentamente, para evitar una sobrecarga brusca del
aparato cardiocirculatorio del animal. Asi mismo, se procedió a la
heparinización sistémica (a dosis de 100 UI por kg de peso, de heparina
sódica>. Dichas inyecciones se realizaron en la Vena Yugular Interna, por
punción percutánea.
Posteriormente, se abordá a los animales por laparotomía subcostal
bilateral y se les practicó la intervención previamente explicada.
Seguidamente, se obtuvieron muestras del lóbulo derecho hepático y de
sangre de vena Cava y vena Porta. Estas últimas muestras se centrifugaron
para separar el plasma, y se almacenaron congeladas, junto con las









Se determinó utilizando un kit específico, basado en la reacción
siguiente:
LOH
Piruvato + (NADH+H) = Lactato + NAO
El grado de disminución de la absorbancia a 334, 340 ó 365 nm, debido a
la formación de NAO, es directamente proporcional a la actividad de LDH.
GLUTATION (GSH):
Para su determinación se empleó un micrométodo cotorimétrico
específico <227>, basado en la reacción no enzimática del GSH con el ácido
5-5’-ditiobis-<2-nitrobenzoico) <DTNB), para dar lugar a la formación de
ácido 2-nitro-5-t¡obenzoico (TNB) y GSSG. La velocidad de formación del
TNB es seguida espectrofotométricamente a 412 nm.
ADENOSIN-TRIFOSFATO (AIf’):




lo: El enzima fosfoglicerato fosfoquinasa <PGK> cataliza la reacción:
PGK
ATP + 3-fosfogí icerato = ADP+ 1,3-difosfoglicerato
20: El enzima gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAPD) interviene en
la reacción siguiente:
1 3-difosfoglicerato GAPO Gliceraldehido-3-P
+ = +
(NADH+H) NAD+P
La disminución de la absorbancia a 340 nm, debida a la oxidación del
NADH a NAD, es proporcional al incremento de ATP en el medio.
PEROXIDOS LIPIDICOS:
Se determinaron utilizando kits específicos. Su fundamento se basa
en la reacción de los hidroperóxidos con un derivado del azul de metileno,
el 1 0-N-metilcarbamoil-37-dimetilamino-1 0-H-fenotiacina (MCDP), en una
reacción catalizada por la hemoglobina, para dar lugar a la formación de
azul de metileno. Los peróxidos lipídicos se cuantifican colorimétricamente,
midiendo el azul de metileno formado.
ENDOTOXINA:
Se empleó un kit colorimétrico específico para endotoxina bacteriana.
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Se basa en que la endotoxina bacteriana de Gram (-) cataliza la activación
de una proenzima presente en el lisado de Limulus Amebocyte (IAL). La




CITOQUINAS: TNFa, IL-la, IL-1 13, IL-6
Se determinaron por ELISA mediante kits comerciales específicos
(228).
OXIDO NíTRICO (NO):
Se determinó como contenido de nitrito+nitrato (NO;+N039.
Para ello, las muestras se desproteinizaron por adición de ácido
sulfosalicílico, y se incubaron durante 30 minutos a 40C. Tras centrifugación
durante 20 minutos (12.000 g), se separé el sobrenadante, que se incubó
en presencia de nitrato-reductasa para la reducción de nitrato a nitrito (229).
A continuación, se añadió reactivo de Griess a todas las muestras, y se





MONOXIDO DE CARBONO (CO):
Para cuantificar la cantidad de CO formado, se añadió hemoglobina
(Hb) y se estimó la cantidad de carboxihemoglobina (COHb> (231>. Para
ello, se añadió Hb a la muestra, y se esperó 1 minuto, con el fin de asegurar
la máxima unión del CO. A continuación, las muestras se diluyeron con
tampón fosfato conteniendo ditionito sódico, se dejaron reaccionar 10
minutos a temperatura ambiente, y se leyó su absorbancia a 421 y 432 nm,
utilizando como “blanco”, una muestra conteniendo solo tampón.
GUANOSILMONOFOSFATO CíCLICO (GMPc):
Se midió mediante radioinmunoanálisis específicos (RíA kit NEN)
(232). Brevemente, tras adición de isometilbutilxantina (inhibidor de la
fosfodiesterasa), el tejido se homogeneizó manualmente en un
homogeneizador de vidrio y, a continuación, se sonicó con un disruptor
ultrasónico. Las proteínas precipitaron, y el nucleótido cíclico se extrajo con
etanol (80 % y/y). Tras centrifugación, el sobrenadante se separó en dos
alícuotas, que se transfirieron a tubos de RíA y se evaporaron a 37 0C. Los
residuos se reconstruyeron con buifer de RíA, y se determinaron siguiendo
las instrucciones específicas de cada k¡É
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FOSFOLIPIDOS: FOSFATIDILCOLINA (PC) Y LISOFOSFATIDILCOLINA
(LPC):
Se determinaron mediante la incorporación de colina marcada (3H-
colina>, a cada una de las dos fracciones lipidicas.
Para ello, a las ratas se les inyectó el isótopo marcado 2 horas antes
de la obtención de las muestras. Para la extracción de los fosfolípidos de
las muestras de tejido hepático, una muestra del mismo se homogeneizó en
cloroformo/metanol (2:1) a una dilución final 1/17. A continuación, se
equilibró la muestra a temperatura ambiente durante una hora, y se filtró a
un tubo de vidrio con tapón esmerilado. El extracto crudo se mezció con 0.2
veces su volumen de solución Folch, y las dos fases de la mezcla se
separaron por centrifugación. Tras aspirar la fase superior, se realizaron
tres lavados con UPS (50 % del volumen original), centrifugando tras cada
lavado, y descartando la fase superior. Finalmente, la fase inferior y el
remanente de la superior se convirtieron en una fase por adición de
metanol, y la solución resultante se evaporó al vacío. El extracto seco se
redisoivió con cloroformolmetanol, aplicandose una muestra de 30 ¡.il a
placas de cromatografía (Silica Gel 60, 20x20) previamente activadas
durante 1 hora a 1 100C. Las fracciones de PC y LPC se separaron por




Después de espolvorear las placas con 2,7-diclorofluoresceina las
manchas correspondientes a PC y LPC fueron identificadas con marcadores
adecuados. Cada mancha se raspó en un vial de centelleo y se midió su
radiactividad en un contador de centelleo líquido.
Análisis Estadístico
:
Se ha utilizado el paquete estadístico Statgraphics y. 2.6.
Se han empleado test estadísticos no paramétricos. Para la
comparación de supervivencias se empleó el test de la chi-cuadrado, y
para las comparaciones entre los diversos grupos el test de Kruskai-Wallis
de análisis de varianza por rangos, seguido, en caso de dar significación,
del test de Mann-Whitney para muestras independientes, con el fin de
identificar el origen de las diferencias. Se han considerado significativas
y muy significativas unas confianzas iguales o superiores al 95% (p<OflS)
y 99% (pcO.01), respectivamente.
Los resultados se expresan como media + error standard, siendo “n”





La hepatectomia produjo una elevación en los niveles plasmáticos de LDH.
La isquemia-reperfusián indujo un incremento aun mayar, estadísticamente
significativo respecto de los demás grupos (p<O.Ol), efecto que fue
atenuado por SAMet, tanto alas 10 minutos (1117.35+6&43 U/L vs 53441
+4604U/L n=17; pcO.Ol), comoa las 120 minutas (314.58+ 14.41 U/L VS
60.58±5.01 U/L, n=12; pcO.01), en plasma procedente de la vena Cava.
(Tabla 1; Figura 13).
Se obtuvieron resultados similares en el plasma procedente de la vena
Porta, a las 10 minutos (409.12 + 39.96 U/L vs 76.65 + 6.52 U/L, n=17;
p<0.01), ya los 120 minutos (95.08 + 9.10 U/L VS 27.00 + 1.75 UIL, n=12;











I-R 10 mm 1111.35±66.43(17) 409.12±39.96(17)
l-R 10 min~SAMet 534.41±46.04(17f 76.65±6.52(17)
l-R 2 h 314.58±14.41(12)* 95.08±9.10(12)
I-R 2h+SAMet 60.58±5.01(12) 27.00±1.75(12)
Tabla 1: Niveles plasmáticos de LDH en los diversos grupos.
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FIGURA 13: Niveles de léctica-deshidrogenasa (LDH) en plasma































1 Vi He pu tectom lo
TliHepoteetom;o+SAMeK










FIGURA 14: Niveles de léctico-deshidrogenasa (LDH) en plasma


































La hepatectomia per se no modificó los niveles hepáticos de glutatian ni de
ATP.
En los grupos sometidos a isquemia-reperfusión, los niveles de GSH
descendieron de modo significativo, no observándose este descenso en los
animales tratados con SAMet, tanta a los 10 minutos (300.353 + 19.74
pmolfmg vs 1226.65+84.95 pmollmg, n=17; p.CO.0l>, (Tabla II; Figura 15),
como a los 120 minutos (162.17 + 14.31 pmollmg vs 1107.08 + 79.44
pmol/mg, rrzl7; pcO.01). (Tabla II; Figura 16>.
La mismo ocurrió con los niveles de ATP (0.17 + 0.01 nmallmg Vs 0.30 +
0.01 nmollmg, n=17), a los 10 minutos, (Tabla II; Figura 17); y a las 120












l-R 10 mm 300.353±19.74(17) 0.17±0.01(17)
I-R 10 min±SAMet 1226.65±84.95(17) 0.30±0.01(17)
l-R 2h 162.17±14.31(12 0.22±0.01(12)
l-R 2h+SAMet 1007.08±79.44(12) 0.45±0.02(12)
Tabla II: Niveles de Glutation y ATP tejido hepático.
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FIGURA 15: Niveles de glutation (GSH) en tejido hepático, tras 10 minutos
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FIGURA 16: Niveles de glutation (GSH) en tejido hepático, tras 120 minutas
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FIGURA 17: Niveles de ATP en tejido hepático, tras 10 minutos de
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FIGURA 18: Niveles de ATP en tejido hepático, tras 120 minutos de



















La isquemia-reperfusión produjo un aumento significativa de las niveles de
peróxidos lipídicas en el hígado, no observándose este incremento en las
animales tratados previamente con SAMet,tanta a los 10 minutas, (3.17
+ 0.07 nmollmg tejido vs 0.84 + 0.03 nmollmg, n=17; p’cO.O1 ), (Tabla III;
Figura 19), como a los 120 minutos de revascularización, ( 3.23 + 0.15
nmol/mg tejido vs 1.28 + 0.10 nmol/mg, n=12; p’~O.Ol ). (Tabla III; Fig.20).
Resultados similares se observaron al determinar los peróxidos lip~dicos en
plasma procedente de vena Cava (37.78 + 4.50 nmol/ml vs 19.77 + 1.31
nmol/ml a los 10 mm, n=17; p.c0.05; 43.57 + 12.57 nmol/ml vs 25.71 + 4.74
nmolfml alas 120 mm, n=12; pcO.05), (Tabla III; Figura 21>, pero no en el









Control 0.497±0.017(3) 16.19±6.20(3) 15.06±2.42(3)
SAMet 0.533±0.028(3) 5.71±2.47(3)” 11.19±1.71(3>
Hepatectomía 0.556±0.014(3) 21 .91 ±5.04(3) 23.33±1.25(3)
Hepatec+SAMet 0.483±0.003(3) 17.40±4.53(3) 15.00±1.86(3)
l-R 10 mm 3.177±0.073(17)’ 23.11±2.58(17) 37.78±4.50(17)
1-RíO min+SAMet 0.847±0.033(17) 19.20±1.60(17) 19.77±1.31(17)
l-R 2h 3.238±0.157(12v 17.38±3.26(12) 4357±12.57(12f
l-R2h+SAMet 1.263±0.101(12)” 13.63±1.71(12) 25.71±474 (12)
Tabla III: Niveles de peróxidos lipídicos en tejida hepático y en plasma
procedente de las venas Cava y Porta.
*p%01 VS todos los demás valares
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FIGURA 19: Niveles de peróxidos lipídicos en tejido hepático, tras 10
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FIGURA 20: Niveles de peróxidos lipídicas en tejido hepática, tras 120
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Tras la determinación de los niveles de endotoxina en vena Cave, hemos
observada que éstos aumentaran de forma significativa en las animales
sometidos a isquemia reperfusión, siendo este efecto atenuado por SAMet,
tanto a los 10 minutos, <1.06 + 0.06 UI/mI VS 0.43 + 0.04 UlImí plasma,
n~17; p<O.01 ), como a los 120 minutas de la revascularizacián ( 2.78 +
0.l8UlImlvsl.75+0.17 UlImí plasme, n=12; pc0.01 ). (Tabla IV; Fig. 23>.
En plasme procedente de vena Porta, también se encontraron niveles más
elevados en las ratas del grupa no tratado que en aquéllas las que se
administró SAMet, a las 10 minutas (0.61 ±0.05UI(ml plasma VS 0.48 +
0.03 UI/mí, n=17; pc0.05), ya los 120 minutos de la reperfusión, (2.02 +











l-R 10 mm 0.62±0.05(17/’ 1.06±0.07(17)’
l-R 10 min+SAMet 0.49±0.03(17) 0.44±0.04(17)
I-R 2h 2.02±0.18(12) 2.79±0.18(12)’
I-R2h+SAMet 1.37±0.11(12) 1.76±0.11(12/
Tabla IV: Niveles de Endotoxina en píasma procedente
Parta.
*p<O01 vs todos los demás valares
**p<oo5 vs el resto de valores
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Sesenta minutos de isquemia, seguidos de 10 mm de reperfusión indujeran
un aumento significativo de los niveles de TNFa y de IL-1f3 en tejido
hepático, siendo reducido este efecto por la administración de SAMet
(113.171 + 20.39 pg/mg VS 81.69 + 12.32 pg/mg tejido, n1 7; pc0.01, en el
caso del TNFa, (Tabla V; Figura 25), y 15.51 ±1.01 pg/mg vs 11.31 + 0.53
pg/mg tejido, n=17; p<O.O1, para la IL-1~>. (Tabla V, Fig.26). Cuando se
midió el contenido de estas citoquinas tras 120 minutos de reperfusión, no
se han encontrado valores detectables (Tabla y).
Cuando determinamos los n¡veles de IL-la en el hígado, observamos que
los niveles de esta citoquina aumentaron en la hepatectomía y tras 10 o 120
minutos de reperfusión. De nuevo el efecto de la isquemia-reperfusión fué
atenuado por la administración de SAMet (25.62 ±12.52 VS 6.30 + 6.30
pglmg tejida, n=3; pcO.OS; 33.38 + 5.69 VS 14.91 + 3.85 pg/mg tejido, n=15
p<0.O5, alas 10 minutos (Tabla V; Fig.27); 99.66 + 12.02 VS 66.54 + 8.00
pglmg tejido, n=12; pc0.01, respectivamente). (Tabla V, Fig.28).
Los niveles hepáticos de IL-6 aumentaron por la hepatectomía, no
observándose un efecto adicional de la isquemia-reperfusión, ni una
reducción significativa por el tratamiento con SAMet, (16.84 + 3.18 VS 13.50
83
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+ 1.95 pglmg tejido, n=3; 14.62 + 4.23 Vs 14.93 + 6.54 pglmg tej¡do, n=17;
y 7.61 + 0.41 VS 7.19 + 0.48 pglmg tejido, n<2, respectivamente). (Tabla
V; Figs.29 y 30>.
Un resultado similar se observó cuando determinamos los niveles de IL-6
en plasma procedente de vena cava (432.61 + 147.75 vs 66.78 + 8.84
pglmLplasma, n=3; p<0.Oi; 275.16+64.67 pglmL, n=15; p<0.Ol; y 265.07
+ 74.06 vs 294.302 + 70.06 pglmL, n=12; p’zO.01, respectivamente). El
efecto del SAMet fue aún mas evidente que en tejido hepático. (Tabla V,
Fig3l).
En el plasma procedente de vena Porta, no se modificaron los niveles de
IL-6 por ¡a hepatectomía, pero, en cambio, sí se elevaron en los animales
sometidos a isquemia-reperfusión, tanto a los 10 como a ¡os 120 minutas de
la revascularizacián, siendo atenuado, de forma significativa, este
incremento, par SAMet. (187.27 + 38.18 vs 134.05±15.20pglmL plasma,
n=17; p<0.05; a las 10 minutos; 175.45 + 62.34 VS 128.69 + 29.83 pg/mL
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FIGURA 25: Niveles de factor de necrosis tumoral-alfa (TNFa) en tejido
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FIGURA 26: Niveles de interleuquina-1 -beta (IL-1 ¡3) en tejido hepático. Los
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FIGURA 27: Niveles de interleuquina-1 -alfa (IL-la> en tejido hepático. El
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FIGURA 28: Niveles de interleuquina-1-alfa (IL-la) en tejido hepático. El
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FIGURA 29: Niveles de interleuquina-6 (IL-6) en tejido hepático. El tiempo

























FIGURA 30: Niveles de interleuquina-6 (IL-6) en tejida hepático, tras 120
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OXIDO NíTRICO <NO), MONOXIDO de CARBONO (CO), y GMP cíclico
Un mediador molecular implicada en las acciones de las citoquinas es el
NO. Además de sus efectos tóxicos directas, el NO puede actuar a través
de la activación de la fracción soluble de la guanilatociclasa, con el
consiguiente aumento en la concentración del segundo mensajero
intracelular GMPc. La guanilatociclasa puede ser activada también por el
monóxido de carbono <CO); este gas puede formarse endógenamente, y
tiene efectos fisiológicos.
La isquemia-reperfusión indujo un incremento en la concentración de NO
en plasma procedente de vena Cava, que disminuyó de forma significativa
tras el tratamiento can SAMet (70.57 + 6.19 vs 45.34 + 3.06 nmol/mL
plasma, n=14; p<O.01,a los 10 minutos; 86.94 + 12.87 VS 66.53 + 6.26
nmol/mL plasma, n=12; p<O.OS, a los 120 minutos). (Tabla VI; Fig.33).
Se obtuvieron resultados similares en el plasma procedente de vena Parta.
(46.90 ±6.67VS 40.55 + 4.53 nmol/mL plasma, n=16; pcO.Ol, a los 10
minutos’ 5332 + 7.63 VS 49.49 + 4.70 nmol/mL plasma, n12; p<O.O1, a los
120 minutos). (Tabla VI; Fig.34)
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La concentración de CO en vena Porta aumentó tras la hepatectomía sola
(5.44±1.67vs2.86±0.15pmol/mL plasma, n=3; pc0.01). Un incremento aún
mayor fue observado después de la isquemia-reperfusión (9.62±0.87y
7.76±0.62 pmol/mL plasma, tras 10 y 120 mm de reperfusión,
respectivamente). (Tabla VI; Fig.34). El efecto inductor de la isquemia-
reperfusión parece estar bloqueado par la administración de SAMet. <Tabla
VI; Fig.35).
En vena Cava, se observaron efectos similares tras la
isquemia-reperfusión (10.60+1.17 vs2.87 ±0.41pmal/mL plasma, n17;
p<0.0í, y 10.45 + 1.43 VS 2.87+0.41 pmol/mL plasma, n=12; pcO.01; trás
10 y 120 minutos de reperfusión, respectivamente). (Tabla VI; Fig.36).
En cuanto a los niveles de GMPc, se observó un aumento significativo del
mismo tras la hepatectomía (36.8±10.01Vs 17.03±6.92pmol/mg tejido, n3;
pcO.O5> que fue revertido por la administración de SAMet (22.90 + 13.30 vs
36.80+10.01 pmol/mg tejido, n=3; p.cO.05). Isquemia seguida de 10 minutos
de reperfusión no modificó los niveles de cGMP, hallando valores
significativamente menares tras 120 minutos de reperfusión, tanto en el
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FIGURA 37: Niveles de GMPcíclico (GMPc) en tejido hepático, tras 10
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FIGURA 38: Niveles de GMPc en tejido hepático, tras 120 minutos de






















Los fosfolípidos son componentes esenciales de las membranas celulares,
y se sabe que la fosfatidilcolina (PC), desempeña un importante papel en
la estructura de la membrana celular. Al estudiar el efecto de la isquemia-
reperfusión sobre la síntesis de PC, hemos observado que la
isquemia-reperfusión provoca un descenso significativo de la síntesis de
PC, medida como incorporación de colina tritiada. Este efecto fue atenuado
por SAMet (15141.5 + 183.34 cpm/mg VS 9034.17 + 405.15 cpm/mg tejido,
n=12; p<O.Ol). (Tabla VII; Fig.39).
Por el contrario, aumentó la síntesis de lisofostatidilcolina (LPC), lo cual
sugiere un incremento en la actividad de la tasfolipasa A2,, siendo también
este efecto revertido por la administración de SAMet (4734.17 ±58.26











Hepatec-i-SAMeI 21 390.0±1377.6 (3) 4550.0±94.5(3)
l-R 2h 9034.2±405.2(12) 7071.7±301.1(12)
l-R 2h+SAMet 15147.5±183.3(12> 4734.2±58.3(12)
Tabla VII: Síntesis de fasfatidilcolina (PC) y de lisofosfatidilcalina (LPC) en
tejido hepático.































He pateo to m la
LLITIII Hepatectornía +SAMety- ffllsquernio±Repertusión[1[ffIsquemio + Reperfusión ±SAMet
* p<O.O 1 VS el resto





















Los animales a los cuales se les practicó únicamente una hepatectomía,
tuvieron una mortalidad atribuible al procedimiento, nula.
La mortalidad del grupo sometido a isquemia-reperfusión alcanzó el 68%,
disminuyendo de modo significativo, (al 30%), en las ratas previamente
tratadas con SAMet (p<001).
Se consideraron supervivientes permanentes todos los animales que




La isquemia hepática es un problema frecuente en la práctica clínica,
ya sea secundario a un problema hemorrágico, asociado a los estados de
sepsis, o bien en relación con la cirug[a hepática, principalmente el
trasplante. Como en el caso de otros órganos, se ha reconocido
últimamente que los procesas secundarios a la reperfusión del hígado
isquámico contribuyen de forma fundamental a la lesión hepática. Este
reconocimiento adquiere enorme importancia porque da la impresión de que
el daño reperfusional sería más accesible al tratamiento que la propia
isquemia.
Para explicarel daño hepático debido a la isquemia-reperfusión, se
han postulado diversos mecanismos, coma migración y activación de
leucocitos polimorfonucleares (26,233>, lesión de células endoteliales (27),
alteraciones en la microcirculacián (29>, activación de los sistemas de la
coagulación y del complemento (234>, deplecián de energía (60), activación
de las células de Kupffer con liberación de mediadores tóxicos, tales como
proteasas, leucotrienos y citoquinas (235,236), generación de radicales
libres (231), e incremento en la producción de peróxidos lipídicos (238),
entre otros.
En estudios previos, se ha demostrado que la isquemia hepática
determina una lesión histológica y unas alteraciones bioquímicas
características que pueden ser reproducidas a nivel experimental (239>. De
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igual modo, se ha establecido el importante papel de los agentes oxidantes
durante la reperfusión (4).
Se han empleado numerosos fármacos para intentar prevenir la
lesión hepática secundaria a la isquemia-reperfusión, como el alopurinol o
la N-acetilcisteína, entre otros (240-244). En este trabajo hemos intentado
evaluar el posible papel del SAMet en este campo, de modo similar a lo que
diversos grupos han hecho en otros sistemas orgánicos, por ejemplo en el
sistema nervioso o en el corazón (212,218), y en otras afecciones
hepáticas, tales como la cirrosis o la colestasis de diversa etiología
(210,211,213,221).
Se han diseñado modelos experimentales de isquemia-reperfusión
hepática con el propósito de evaluar los efectos de intervenciones
terapeúticas que disminuyan la lesión isquámica, siendo su objetivo final
buscar medidas encaminadas a mejorar la función del injerto tras el
trasplante o tras un eventual clampaje prolongado del pedículo hepático
(245>. Los modelos iniciales de isquemia total, en los cuales ésta se
provocaba mediante la oclusión de la arteria hepática, la vena porta y la vía
biliar principal, presentaban el problema de causar estasis y secuestro
sanguineo a nivel esplácnico, requiriendo la realización de un shunt
portosistémico a fin de evitar la elevada mortalidad asociada a dicha
contingencia. Posteriormente se desarrollaron otras técnicas en las cuales
se evitaba la necesidad de realizar dicho shunt provocando isquemia
110
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hepática parcial. Nosotros nos hemos inclinada por esta segunda
alternativa y hemos empleado un modelo de isquemia-reperfusión en
condiciones normotérmicas y sin apenas estasis venoso, que hubiera
podido provocar inestabilidad hemodinámica e influir en los resultados,
como ya se ha comentado más arriba (58,246). Hemos elegido el modelo
descrito por Hayashi (226) por haber acuerdo en la bibliografía acerca de
sus ventajas en estudios como el que nos ocupa (247). Esta técnica incluye
oclusión del pedículo hepático derecho, con o sin resección del resto del
parénquima.
En cuanto a la evaluación de la función hepatocelular, se suele
realizar a través de la valoración de los cambios morfológicos (37,239> o
bien de las alteraciones bioquímicas, reflejo de las variaciones en el
metabolismo celular (54,60,248). Sin embargo, la lesión celular secundaria
a la isquemia hepática sólo es relevante en la medida en que conlieva un
fallo irreversible de las funciones celulares, y por tanto, la muerte del
organismo (249); de ahí que los estudios morfológicos sean de utilidad
limitada en este tipo de trabajos. En nuestros resultados se muestra cómo
la administración de SAMet previamente a la provocación de la isquemia
tiene un efecto beneficioso sobre la tasa de supervivencia, incrementando
ésta de forma significativa.
Los resultados de numerosos estudios experimentales previos
sugieren que SAMet podría desempeñar una función hepatoprotectora
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frente a las lesiones provocadas por la isquemia-reperfusión. Dicho efecto
protector sería probablemente debido al restablecimiento de los niveles
intracelulares de glutation y ATP a sus valores normales (215,250>.
Nuestros resultados confirman la disminución en los niveles hepáticos de
glutation en los grupos sometidos a isquemia-reperfusión, mientras que
dichos niveles se mantuvieron en el grupo también sometido a isquemia-
reperfusión pero tratado previamente con SAMet, que asimismo normalizó
los niveles de otras parámetros bioquímicos.
Ultimamente ha cobrado especial interés el papel hepatoprotector del
glutation, entre otros motivos por haberse demostrada en estudios
experimentales in VIVO que el GSH liberado por los hepatocitos al espacio
extracelular sería capaz de detoxificar los radicales libres liberados en ese
mismo espacio, contribuyendo así a atenuar el daño provocado por la
isquemia-reperfusión (251).
La eficacia y seguridad, recogidas en la bibliografía, de la utilización
de SAMet en el tratamiento sintomático de la colestasis intrahepática
asociada a la patología hepática aguda y crónica, así como en la
ocasionalmente asociada a la gestación, resultan prometedoras (220). Las
resultados de nuestro trabajo también parecen apoyar la eficacia de SAMet
en la mejoría de los parámetros bioquímicos tras la provocación de lesiones
hepáticas por isquemia-reperfusión. Dicha mejoría se refleja en los cambios
observados en los niveles plasmáticos de LDH, cuya elevación fue
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significativamente inferior en los grupos sometidos a isquemia-reperfusión
pero “protegidos” por el tratamiento previo con SAMet.
Los efectos de SAMet sobre el pool hepático de glutation podrían
explicarse teniendo en cuenta que la transulfuración de aquél da lugar a
cisteina (previa transformación sucesiva en S-adenosil-L-homocisteína y
homocisteina, según se ha explicado previamente; ver figura 6). Es bien
conocido que la biodisponibilidad de cisteina constituye el paso limitante
para la síntesis de glutation. Y, como ya se ha comentado anteriormente, se
sabe que el glutation es el principal agente protector frente a los radicales
libres de oxígeno producidos endógenamente (252).
Asimismo, el ATP es esencial para el mantenimiento de la integridad
celular, de modo que su depleción tendría capital importancia. Puesto que
el ATP se produce en la mitocondria a través de un proceso exclusivamente
aeróbico, sería de esperar que su nivel tisular descendiera en las
situaciones de isquemia (253>. Además, por el hecho de ser las
mitocondrias las principales organelas productoras de éste y otros fosfatos
de alta energía, esenciales en todos los procesos activos que tienen lugar
en las células, es fundamental el mantenimiento de su función (254>. En
nuestro estudio hemos observado que el metabolismo celular energético no
se restablece en ninguno de los grupos tras 120 minutos de reperfusión. Sin
embargo, el aumento del nivel de ATP fue significativamente superior en el
grupo tratado con SAMet. Esto sugiere un posible papel de este producto
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como estabilizador de la membrana mitocondrial, atenuándose de este
modo los desequilibrios que la isquemia provoca en el metabolismo
energético. Este posible efecto protector se deduce también del análisis de
los niveles de LDH, cuya liberación plasmática tras la isquemia-reperfusión
fue menor en los grupos tratados, como ya hemos señalado más arriba.
El posible papel protector de SAMet en el mantenimiento de los
niveles hepáticos de ATP en situaciones de isquemia tal vez se deba a la
presencia de una molécula de adenosina en su composición (254), yio a
los efectos reguladores que SAMet parece ejercer sobre los enzimas
implicados en el metabolismo de la adenosina, por ejemplo a través de la
metilación de dichos enzimas (220). Por otra parte, los niveles de glutation
regularían la oxidación de SAMet-sintetasa y, con ello, la producción
endógena de SAMet (255>.
La mayoría de los investigadores están de acuerdo en que los
radicales libres del oxígeno desempeñan un papel esencial en la
producción de la lesión microvascular y parenquimatosa (4) asociada a la
reperfusión de los tejidos isquámicos (256), ya que se ha descrito que hay
un enorme incremento de los mismos tras la revascularización (230). Hay
numerosas compuestos que protegen al hígado frente a la isquemia
presumiblemente a través de este mecanismo, esto es, evitar la acción de
los radicales libres del oxígeno (257).
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El mecanismo tóxico mejor caracter¡zado de los radicales libres
reside en la iniciac¡ón de la peroxidación de los lípidos constituyentes de las
membranas celulares (258,259). El nivel elevado de peróxidos lipidicos que
hemos detectado tanto en el plasma como en el tejido hepático de los
grupos sometidos a isquemia-reperfusión, sugiere que la lesión podría ser
debida, al menos en parte, a un daño oxidativo (260). La prevención de este
incremento por el tratamiento previo con SAMet, nos induce a pensar en la
inhibición de dicho mecanismo de peroxidación lipídica. Dado que los
niveles de glutation en los grupos tratados con SAMet estaban
incrementados con respecto a las no tratados, este efecto inhibidor podría
ser secundario, en parte, a una mayor tasa de neutralización de los
radicales libres de oxigeno, si bien no podemos descartar un efecto directo
sobre los lípidos de membrana, protegiéndolos frente a la peroxidación. La
capacidad antioxidante del glutation sería especialmente decisiva, dado que
la acción de la catalasa podría ser inhibida por el NO que se produce
concomitantemente en estas situaciones (193).
Por otra parte, algunos modelos in VIVO han demostrado que los
estímulos inflamatorios serían capaces de provocar translocación
bacteriana (261-263). De acuerdo con estos resultadas, nosotros hemos
encontrado que 60 minutos de isquemia, seguidos de 120 minutos de
reperfusión, inducen un incremento en el nivel plasmático de endotoxina,
tanto en vena Cava como en Porta. Nuestro estudio demuestra que SAMet
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es capaz de inhibir de modo significativo el aumento de traslocación
bacteriana que sigue a la isquemia-repertusión grave, del mismo modo que
induce un aumenta de la supervivencia. De este modo, se intuye otro
posible mecanismo protector de SAMet, que sería más genérico y que
tendría, teóricamente, utilidad en otras situaciones, por tener su lugar de
acción a nivel de uno de los pasos iniciales de la cascada de reacciones
que se suceden ante muy diversos estimulas inflamatorios, y que es la
translocación bacteriana (264).
Otro radical activo que se genera en situaciones de isquemia-
reperfusión es el óxido nítrico (150). Este, a su vez, es capaz de reaccionar
con otros radicales, como el superóxido, para formar peroxinitrito (156), que
puede transtormarse posteriormente en radical hidroxilo, un potente
oxidante (265). En condiciones fisiológicas, el NO se produce
continuamente, por la acción de la nitrato-sintasa constitutiva y se ha
descrito que en muchos tipos celulares es un importante modulador de la
permeabilidad endotelial. El papel fisiopatológico de la síntesis de óxido
nítrico en el hígado no está claro (264). Podría ser un mediador paracrino
con gran importancia potencial en la función del hígado enfermo (266). Es
más, estudios recientes sugieren que el NO podría ser una molécula con
una importante función en la fisiopatologia del proceso de isquemia-
reperfusión (152). Dicha función podría ser incluso beneficiosa en los
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estadios iniciales del fenómeno (267>. Por ejemplo, se ha visto que la
administración de fármacos que liberan NO previene el incremento inicia!
de la permeabilidad epitelial (268), y de la disfuncián tisular (269,270)
asociadas a la isquemia-reperfusión. No obstante, otros investigadores han
propuesto que la producción aumentada de óxido nitrico en niveles
superiores a los derivados de la acción del enzima constitutivo (calcio-
dependiente), podrían resultar lesivos en ciertas condiciones inflamatorias
(156,157). Dicho exceso en la producción de NO, sería debido al efecto de
la NO-sintasa inducible (calcio-independiente), que no se expresa en
condiciones normales, pero que puede ser inducida por diversos estímulos
en numerosas células. Como hemos mencionado anteriormente, el NO
podría reaccionar con el superóxido en el momento de la reperfusión para
dar lugar a productas citotóxicos, incluyendo el anión peraxinitrito y el
radical hidroxilo (156). Estos radicales libres podrían ser los efectores
finales del daño asociado con la isquemia-reperfusión (211). Parece que la
producción masiva de NO secundaria a la expresión de la NO-sintasa
inducible se habría conservado a lo largo de la evolución por tener una
acción potencialmente beneficiosa en determinadas situaciones, como, por
ejemplo, la destrucción de microorganismos o de células tumorales. En este
caso, la producción de radicales libres seria limitada y cesaría al
desaparecer el estimulo lesivo. Sin embargo, en ciertos procesos
patológicos, como la inflamación o la isquemia-reperfusión, la producción
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excesiva e incontrolada de estas moléculas resultaría lesiva para el
organismo.
Como hemos descrito previamente, uno de los pasibles mecanismos
de acción del NO sería la activación de la fracción soluble de la
guanilatociclasa, con el consiguiente aumento de la concentración
intracelular del segundo mensajero GMPc (152). Esta misma vía puede ser
activada por el monóxido de carbono, una de las moléculas de más reciente
incorporación en el estudio de los procesos fisiopatológicos implicados en
la isquemia-reperfusión (172>. La producción aumentada de GMPc,
principalmente por NO, pero también, como ya hemos comentado, por CO,
provocaría, entre otros efectos: inhibición de la agregación plaquetaria
(166), relajación del músculo liso visceral (168), o vasodilatación (169).
Las fuentes endógenas de CO serían, por un lado, el metabolismo
del grupo hemo y, por otro, la peroxidación lipídica (162). El CO presenta
una enorme afinidad por la hemoglobina, de forma que la mayor parte del
mismo circula unida a dicha molécula. Este hecho, que precisamente
constituye la base del método habitualmente empleado para su
cuantificación (231), origina que resulte difícil la interpretación de los
valores absolutos de este producto en plasma, sobre todo en estudios in
VIVO, como el presente. En cualquier caso, como quiera que las muestras
se recogieron y procesaron de modo similar en todos los grupos
experimentales, creemos que las diferencias encontradas son
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representativas de diferencias en su producción.
Las concentraciones plasmáticas de CO en vena Porta
experimentaron un incremento significativo en los grupos sometidos a
hepatectomía, independientemente de SAMet, mientras que dicho
procedimiento no afectó a los niveles de CO en Cava. Podríamos aventurar,
pues, que el origen de las concentraciones aumentadas de CO en Porta
podría ser el propio intestino, y que estaría relacionado de alguna manera
con algún efecto local de la transíacación bacteriana que, como ya hemos
visto, también aumenta tras la hepatectomía, o bien con el aumento de
resistencia al flujo portal. Las concentraciones plasmáticas de CO, tanto en
Porta como en Cava, aumentaron tras la isquemia-reperfusión, siendo este
efecto atenuado por SAMet, cuyo mecanismo probablemente residiría en la
disminución de su producción, secundaria a la menor peroxidación lipídica.
Una prueba adicional del complejo mecanismo que debe estar
implicado en estas reacciones, lo constituye el hecho de que los niveles de
GMPc a nivel hepático se elevaron de modo significativo en los grupos
sometidos a hepatectomía. En cambio, no experimentaron variación tras 10
minutos de reperfusión, e incluso, disminuyeron de modo significativo tras
120 minutos de reperfusión. A la vista de estos resultadas, parece que la
síntesis y degradación del GMPc deben estar reguladas por otros
mecanismos además del NO y CO.
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Además de los mecanismos relacionados con la formación de
agentes oxidantes, la exposición del tejido hepático al TNFa es un
importante mecanismo implicado en la lesión reperfusional (272,273). Por
otra parte, numerosos modelos in VIVO han estudiado el papel de las
citoquinas en la fisiopatología de este proceso, demostrando que un
estímulo inflamatorio dado no provoca solamente la producción de una
única citoquina, sino que induce la liberación de una compleja cascada de
citoquirias (274-276>. Teniendo en cuenta estas observaciones, hemos
estudiado la producción de otras citoquinas, además del TNFa, en nuestro
modelo de isquemia-reperfusión.
Las citoquinas son mediadores pluripotenciales de naturaleza
proteica, que influyen en gran variedad de tejidos y de funciones celulares.
En particular, se ha demostrado que TNFx, IL-1 e IL-6 tienen un amplio
abanico de efectos, que abarca desde la inmunoestimulación hasta la
modulación de procesos metabólicos (277). Además, las citoquinas perse
son capaces de desacoplar la fosforilación oxidativa en algunos tipos
celulares, estimulando la producción de radicales libres de oxígeno, lo cual
podría constituir su principal mecanismo de toxicidad en dichas células
(169).
Numerosos tejidos del organismo, incluyendo el hígado, son capaces
de producir citoquinas. Estudios recientes han investigado los factores que
regulan su producción a nivel tisular, y parece que la endotoxemia, la sepsis
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y los procesos tumorales, entre otros estímulos, son potentes promotores
de la liberación de citoquinas por parte de los tejidos. Se ha descrito
asimismo que las citoquinas tendrían una acción predominantemente local,
de tal modo que su efecto máximo se llevaría a cabo en las células y tejidos
próximos a su lugar de producción (145). Sus aparentes efectos a distancia,
como por ejemplo la disfunción pulmonar que puede producirse tras la
liberación de citoquinas a nivel hepático en relación con procesos de
isquemia-reperfusión, serían probablemente debidos a la liberación de
grandes cantidades de citoquinas por los macrófagos del intersticio
pulmonar, en respuesta tanto a mediadores como a polimorfonucleares
activados presentes en la sangre aferente (278>.
Nuestros resultados muestran una elevación significativa de los
niveles tisulares de TNFa e IL-1 !3 tras la isquemia-reperfusión, siendo
atenuado este efecto en los animales tratados con SAMa Este efecto se
observó únicamente en la fase precoz de la reperfusión, no en la tardía, en
la cual los niveles de ambas citoquinas fueron indetectables, tal vez debido
a su rápida degradación yio a su paso a la sangre circulante. Los niveles
de IL-1 a, en cambio, mostraron elevaciones significativas tras hepatectomia
y tras isquemia-reperfusión, a los 10 y a los 120 minutos. Al igual que en el
caso de las citoquinas anteriores, el incremento fue inferior en los animales
tratados. Tal vez estas diferencias en los niveles tisulares de una y otras
citoquinas podrían obedecer a un patrón secuencial en su liberación, sin
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La IL-6 presenta ciertas peculiaridades con respecto a otras
citoquinas. Se ha visto que tiene potentes efectos sobre el metabolismo
hepatocitario, y que puede ser liberada par las células de Kupffer cercanas,
entre otras células (279). Se sabe que es una de las citoquinas que
presenta niveles circulantes más elevados en los estados catabólicos, tales
como infecciones, traumatismos o neoplasias (280). Hay amplia evidencia
de que IL-6 es un mediador esencial para la recuperación tras la
hepatectomía y se considera, asimismo, una proteína de fase aguda. La
administración de anticuerpos específicos contra IL-6 no solo retrasa la
regeneración del tejido hepático, sino que también incrementa de modo
significativo la mortalidad tras la hepatectomia (281). De acuerdo con este
concepto, en nuestro estudio la hepatectomía aislada incrementó la
producción tisular de IL-6, si bien no se observó un efecto adicional de la
isquemia-reperfusión. Este hecho podría explicarse tal vez, porque la
hepatectomía per se ya proporcionaría un estímulo máxima para su
producción.
Por otra parte, se ha propuesto que tanto la alteración de la
homeostasis intracelular del calcio coma la activación de fosfolipasa A2,
serían procesos fisiopatológicos fundamentales en la lesión provocada par
la isquemia (282,283). Se sabe que la anoxia de los órganos sólidos,
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determina una rápida caída del gradiente normal de calcio a través de la
membrana celular, dando como resultado un aumento en el calcio
intracelular, con la activación consiguiente de la fosfolipasa A2. En nuestro
trabajo, hemos observado que la isquemia-repertusián indujo un incremento
del marcaje de la fracción de lisafosfatidilcolina. Por el contrario, provocó
un descenso significativo en el marcaje de fosfatidilcalina. La interpretación
conjunta de ambos resultados nos sugiere un probable aumento de la
actividad de fosfolipasa A2. Ambos efectos fueron atenuados por SAMet,
perfilándose así otro posible mecanismo protector de este producta, dado
el bien conocido papel de la fosfatidilcolina en el mantenimiento de la
estructura y función de las membranas celulares.
Por otra parte, hay estudios recientes que sugieren la posibilidad de
que los hepatocitos humanos sean más resistentes a los efectos inducidos
por la isquemia-reperfusión hepática que los procedentes de rata,
habiéndose observado una menor producción de radicales libres de
oxígeno y peróxidos lipídicos bajo condiciones similares de isquemia y
reperfusión (284). Aunque estos resultados podrían llevarnos a pensar que
SAMet tendría menor interés en la protección del hígado humano frente a
las lesiones inducidas por la isquemia-reperfusión, otros estudios, también
in Vítro como el previamente mencionado, encuentran un marcada efecto
protector de SAMet frente a los efectos tóxicos mediados por citoquinas en
hepatocitos humanos aislados (21>. Estudios de este tipo, aunque escasos
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todavía, son de gran interés a fin de extrapolar, si ello es posible, los
resultados de los numerosos trabajos de experimentación animal a la
práctica clínica, objetivo final de nuestros esfuerzos.
En resumen, nuestros resultados indican un efecto beneficioso de
SAMet en las lesiones hepáticas por isquemia-reperfusión. Como se apunta
en estudias previos (285), probablemente el mecanismo fisiopatológico
responsable esté relacionado, en última instancia, con la restauración del
contenido hepático de ATP. Esto parece ser debido fundamentalmente a la
recuperación de las defensas antioxidantes celulares (aumento de
glutation>, aunque también parece jugar un importante papel una acción
directa estabilizando las membranas celulares (incremento del cociente
fosfatidilcolina/lisofosfatidilcolina) e, incluso, una disminución de la
transíacación bacteriana y de la producción local de mediadores de la
inflamación. Estas resultados podrían ser de importancia clínica para la
preservación de órganos antes y durante el trasplante, así como en otras




1. Los resultados obtenidos sugieren un posible efecto
beneficioso de SAMet en nuestro modelo de isquemia-
reperfusión hepática.
2. SAMet parece proteger a los hepatocitos frente al deterioro
del metabolismo energético habitualmente asociado a las
situaciones de isquemia-reperfusión hepática.
3. El incremento en los niveles tisulares de glutation parece
contribuir al efecto protector de SAMet.
4. El aumento del cociente fosfatidilcolina/lisofosfatidilcolina
inducido por SAMet indica un posible efecto adicional como
estabilizador de las membranas celulares.
5. Parte del efecto protector de SAMet podría estar mediado,
también, por una disminución de la translocación bacteriana
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